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7. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO

Mi actividad cientifica durante el ultimo afio se desarrollo principalmente en estudios sobre procesos
celulares relacionados con aterogénesis y su vinculacién con procesos inflamatorios

Introduccion

La aterosclerosis y la obesidad son dos patologias que comparten un estado inflamatorio subyacente en el
organismo y que repercute en la progresion de ambas enfermedades. Ambas patologias comparten la
implicacién de gran numero de citoquinas proinflamatorias a lo largo del proceso de desarrollo. La
obesidad se caracteriza por una mayor infiltracion de monocitos circulantes en el tejido adiposo blanco
donde se diferencian a macrofagos con polarizacién predominante hacia el fenotipo M1 (proinflamatorio).
El desarrollo de la placa aterosclerdtica se inicia asimismo con el reclutamiento de monocitos circulantes
en zonas con deposicion lipidica o dafio fisico que se diferencian a macréfagos y adquieren un fenotipo
inflamatorio determinado en funcién de los estimulos lipidicos y hormonales del medio. Se ha descrito
como las LDL oxidadas contribuyen a la polarizacion hacia el fenotipo M1 a través de la activacién de
receptores Toll-like 4 (TLR4), mientras que en macrofagos de tejido adiposo blanco se han detectado
niveles de expresion elevados de TLR4.

Los glucocorticoides son antiinflamatorios actuando en la resolucion de la inflamacion mediante, entre
otras acciones, la activacion de macrofagos por la via alternativa M2c¢ antiinflamatorios. Se considera que
los glucocorticoides estan implicados en el desencadenamiento y/o mantenimiento de la obesidad, igual
que se ha postulado para la aterosclerosis.

A nivel de tejidos periféricos, entre ellos las células del sistema inmune, la sefal glucocorticoide puede
verse amplificada o inhibida por la actividad de las enzimas 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 1
(11BHSD1) y de tipo 2 (11BHSDH2) respectivamente.

El objetivo fue estudiar la expresion de genes implicados en el proceso inflamatorio y del metabolismo de
glucocorticoides en macréfagos (RAW 246.7) por efecto de la exposicién LDL oxidadas

Metodologia utilizada

Células : Se utilizaron macréfagos murinos (RAW 264.7) crecidos en medio DMEM con 10%SFB.
Obtencién de LDL oxidadas (LDL-Ox):

LDL nativas fueron peroxidadas a tres niveles: bajo (L), medio (M) y alto (H) por exposicion a Cu++ 5 uM
durante 4, 8 0 24 hs, respectivamente. Luego de dializados overnight, los preparados se caracterizaron
para determinar su grado de peroxidacion mediante las técnicas:

Substancias reactivas al tiobarbiturato (TBARS), dienos conjugados (DC) y carbonilos proteicos (CPs).
Viabilidad celular:

Se cultivaron los macréfagos RAW 264.7 hasta semi-confluencia y se trataron con 100 ug/mL de LDL
nativa (N) y peroxidada a tres niveles: bajo (L), medio (M) y alto (H) por exposicién a Cu++ 5 uM durante 4,
8 0 24 hs, respectivamente. El porcentaje de células viables y no viables fue determinado por exclusion de
azul tripan.

Expresion de genes involucrados en el proceso inflamatorio:

Hemos seleccionado LDL-Ox (M) para evaluar la expresion de genes involucrados en el proceso
inflamatorio como ser: factor de necrosis tumoral a (TNFa), 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS),
interleuquina 6 (IL6), acido graso translocasa (FAT/CD36), receptor de interleuquina 10 (rlL10), receptor de
factor de crecimiento transformante (rTGF), Glucosa 6 fosfato translocasa (G6T), 11R-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 (11RHSD2) y hexosa 6 fosfato deshidrogenasa (H6PDH). Células RAW 264.7




fueron tratadas con LDL-Ox (M) por 4, 8, 12 y 24 hs a una concentracion final de 100 pM. El nivel de
expresion del ARN mensajero (ARN m) de los diferentes genes fue cuantificado por real-time PCR (RT
PCR).

Resultados

En la figura 1 se observa un incremento de la produccién de peroxidacion lipidica (TBARS y dienos
conjugados) y de la formaciéon de carbonilos proteicos en células Raw 246.7 con una relacion directa al
grado de oxidacién de la LDL presente en el medio. Asimismo, un mayor dafio oxidativo hace disminuir la
viabilidad celular como se observa en la figura 2.

La expresién génica de marcadores del estado inflamatorio y antiinflamatorio se muestran en la figura 4.
Se observa un incremento en la expresion génica de factores proinflamatorios como TNFa, IL6 y iNOS
siendo mas importante entre las 4 y 12 h de exposicién a LDL oxidadas. La expresién génica de FAT/CD36
incrementa unas 10 veces respecto de los controles entre entre las 12h y 24h indicando la activa captacion
de LDL- Oxid y en consecuencia la formacion de células espumosas.

En cuanto a la expresion génica de factores indicativos de una activacion en un sentido antiinflamatorio se
encuentra una disminucion respecto de los controles de rTGF. Sin embargo, se observa a la vez un
incremento de factores como rIL10 entre 8h y 12h. Sefialar que rTGF incrementa la expresién a las 8h y 12
h en relacion a las células expuestas 4h con LDL oxidadas.

En relacidn a la expresion génica de enzimas implicados en el metabolismo de los glucocorticoides se
observa un incremento de G6T y H6PDH que se relaciona con un incremento de expresion de la 11BHSD1
y en consecuencia activacion de glucocorticoides con accion antiinflamatoria. También se observa que la
presencia de LDL oxidadas promueve un incremento de la expresién de la 11RHSD2 entre 8h y 12h
relacionandose con inactivacion del glucocorticoide y promocion de la inflamacion.
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Fig. 1: A- Efecto de la peroxidaciéon de LDL nativa (N) por exposicion a iones Cu** 5 uM durante 4 (L), 8
(M) o 24 (H) hs, sobre los indicadores de peroxidacion lipidica TBARS (1era. barra) y dienos conjugados
(2da. barra). B- Efecto de la peroxidaciéon de LDL nativa (N) por exposicién a iones Cu** 5 uM durante 4
(L), 8 (M) o 24 (H) hs, sobre la formacion de carbonilos proteicos.



Fig. 2

Porcentaje de células viables (1era. barra) y muertas (2da. barra)
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Fig. 3 Activacion e inhibicion de glucocorticoides
por 11R-HSD tipo1 y tipo2
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luego de estimular a células RAW con LDL- ox (M) a distintos tiempos.

on génica
*P<0.05 control vs LDL Oxid.

-

P<0.05 LDL Oxid 8, 12, ON vs LDL Oxid 4 hs.
+ P<0.05 LDL Oxid 12, ON vs LDL Oxid 8 hs.
° P<0.05 LDL Oxid 12 vs LDL Oxid ON .

Fig. 4: Expresi
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8.1 PUBLICACIONES, COMUNICACIONES, ETC.

” Apolipoprotein A-l Helsinki promotes intracellular acyl-CoA cholesterol acyltransferase (ACAT)
protein accumulation”

Juan D. Toledo « Horacio A. Garda * Laura V. Cabaleiro « Angela Cuellar *

Magali Pellon-Maison ¢ Maria R. Gonzalez-Baro » Marina C. Gonzalez

Publicacion electronica : Mol Cell Biochem. DOI 10.1007/s11010-013-1585-y

fecha 03-03-2013

Impreso y publicado en Mol Cell Biochem, 377, pag. 197-205, 2013
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Vol. 36 Supplement 2012 ISSN 1667-5746 (electronic) , 0327.9545 ( print), CB-P33, pag. 6

9. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO.

Clase de Seminarios sobre temas del curso anual de Bioquimica y Biologia Molecular ,
correspondiente al 3° afio de la carrera de Cs. Médicas .:

Seminarios de :

“Aminoacidos y Proteinas “

“Metabolismo de Glucidos I” ( Glicdlisis, Gluconeogénis, Descarbolilacién oxidativo del Piruvato
“Control de la proliferacion celular y la apoptosis: mecanismos moleculares de la carcinogenesis”.
“Integracion metabdlica”

Trabajo practico de laboratorio de cinética enzimatica :
"Determinacion del Km y Vmax de glucosa oxidasa”

Clases teoricas

Enzimas requladores.

Relevancia bioquimica Sensibilidad enzimatica. Ventajas de cinética sigmoidea. Cooperatividad
Interacciones homotrépicas y heterotrdpicas

Ventajas de los complejos enzimaticos .

Sistema piruvato-deshidrogenasa, como ejemplo de complejos multienzimaticos

Aplicaciones clinicas de enzimas. Anticuerpos enzimaticos

Estructura y funcion de complejos transportadores de electrones mitocondriales

F1-FO ATP sintetasa : un motor molecular. Catalisis rotacional

Redaccidon de examenes parciales y supervision de examenes parciales.
Examenes finales de la materia

Actividades docentes extra-calendario, clases de consulta etc .
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